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論文題名 
 鼻粘膜上皮細胞のタイト結合分子 claudinをターゲットとした drug delivery systemの構築 
 
 研究目的 
 
 タイト結合はバリア機能とフェンス機能を持ち，シグナル伝達機構にも密接に関わっている
ことが明らかとなっている．タイト結合の構造上必要不可欠な CLDN は 4回膜貫通型タンパク
で 2つの細胞外ループを持つ．このセカンドループは，食中毒の起因菌の一つであるウェルシ
ュ菌の毒素である Clostridium perfringens enterotoxin（CPE）の受容体となっている． 
最近，CPEの C末断片（C-CPE）が，細胞障害を伴わずにラット空腸で分子量 4000の FD-4
の透過性を亢進させることが分かり，CLDN-4との結合性において N末端 10アミノ酸を欠損
させた変異体（C-CPE-194，以下 194）が最も優れていることが報告された．さらに近年，CLDN
提示バキュロウイルスを利用した CLDN binderスクリーニング系を用いて CLDN-1に結合性
を有する C-CPE変異体（C-CPE-194-m19，以下m19）が発見された． 
そこで今回我々は，鼻粘膜の CLDNをターゲットとした drug delivery systemの構築の基
礎研究として，194およびm19を用いてヒト鼻粘膜上皮細胞のバリア機能および CLDN -1お
よび CLDN -4を含めたタイト結合分子への影響を詳細に調べた． 
 
 研究方法 
 
 手術で摘出したヒト鼻粘膜組織から上皮細胞を分離培養し，hTERT(human telomerase 
reverse transcriptase)を導入し延命化させたヒト鼻粘膜上皮細胞を用いた．194，m19による
ヒト鼻粘膜上皮細胞のバリア機能への影響を TER法と FD-4の透過性を用いて，フェンス機能
への影響を BODIPY-スフィンゴミエリンを用いてそれぞれ評価した．次に，194、m19による
ヒト鼻粘膜上皮細胞のタイト結合分子への影響をウエスタンブロット法，免疫染色法にて評価
した．さらに，194，m19 処置後のヒト鼻粘膜上皮細胞のタイト結合分子との結合状態の変化
について免疫沈降法を用いて評価した．また、各種シグナル経路阻害剤を用いてバリア機能の
低下への影響を評価した． 
 
 研究成績 
 194，m19の処置により細胞のバリア機能，フェンス機能は低下した．TER値は全ての処置
で 24 時間目に低下がみられ，メディウムを交換後に回復傾向が認められた．194、m-19 処置
後 4，8，24 時間後，投与後 24 時間でメディウム交換後 24 時間経過後に今回検索したタイト
結合分子 CLDN-1，-4，-7，OCLNのタンパク質の発現の変化は認められなかった．194，m19
処置後 24時間目の細胞の免疫染色においても，CLDN-1，-4，-7，OCLNの膜上の発現強度お
よび局在の変化は認められなかった．免疫沈降法にて 194は処置後の 4，8時間目の CLDN-4，
-7と，m19は処置後 4，8，24時間目の CLDN-4，-7との結合が認められた．CLDN-1におい
ては，今回の免疫沈降法においては，194，m19 いずれとも結合は認められなかった．ウエス
タンブロット法にて 194，m19処置後 4時間目にMAPK経路の活性化を示す pMAPKの一過
性の増加がみられた．194，m19 処置による 24 時間目の TER 値の低下は，MAPK 阻害剤
（U0126）および PKCα阻害剤（iPKCα）の同時処置により抑制された． 
 
考察 
C-CPEによるヒト鼻粘膜上皮バリア機能の低下はCLDNの発現および局在の変化を伴わず，
主に MAPK 経路を介して調節されていることが分かった．本研究のシグナル伝達経路を介し
た C-CPE のバリア機能への影響を示した結果は，鼻粘膜の CLDN をターゲットとした drug 
delivery systemの構築の基礎研究として非常に有用であると考えられた． 
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論文題名 
 
鼻粘膜上皮細胞のタイト結合分子 claudin をターゲットとした drug delivery 
system の構築 
Targeting tight junction molecule claudin for drug delivery system in 
human nasal epithelial cells 
結果の要旨 
本研究において、C-CPE-194（194）および C-CPE-194-m19（m19）を用いてヒト鼻粘膜
上皮細胞のバリア機能とタイト結合分子への影響を詳細に調べた。まず、194，m19の処置
によるヒト鼻粘膜上皮細胞のバリア機能の低下を確認した。また、そのバリア機能の低下
は一部可逆性を有していた。しかし、CLDN-1や CLDN-4を含むタイト結合分子のタンパ
クの発現と膜上の発現や局在には変化を認めなかった。そして、この変化は主にMAPK経
路を介して調節されていた。本研究のシグナル伝達経路を介した C-CPE のバリア機能への
影響を示した結果は、鼻粘膜の CLDNをターゲットとした drug delivery systemの構築の
基礎研究として非常に有用であると考えられた。以上より、本論文は博士論文として認め
られるとの評価を審査委員全員より得た。 
 
 
 
 
